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 настоящее время пэгилирование биологически активных молекул, в том числе белков, с 
помощью инертного гидрофильного полимера полиэтиленгликоля (ПЭГ) представляет собой 
важное направление в создании нового поколения фармацевтических препаратов пролонгирован-
ного действия. Конъюгированные молекулы, как правило, имеют улучшенный фармакокинетический 
профиль, в том числе пониженный почечный клиренс, дополнительную защиту от действия протео-
литических ферментов и низкую иммуногенность, что позволяет сохранить активность in vivo 
нативного препарата в человеческом организме в течение более продолжительного времени. Данный 
обзор дает возможность ознакомиться с современными методиками пэгилирования биофармацев-
тических молекул, препаратами на основе конъюгатов с ПЭГ и рассматривает, как пример, 
пэгилирование рекомбинантного человеческого гранулоцитарного колониестимулирующего фактора 
(рчГ-КСФ). Также в обзоре представлены различные виды модифицированных ПЭГ-реагентов для 
направленного присоединения к биологическим молекулам и обсуждаются их преимущества и 
недостатки. 
Ключевые слова: полиэтиленгликоль (ПЭГ), биофармацевтические препараты, рекомбинантный 
человеческий гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (рчГ-КСФ), модификация, цитокины, 
фармакокинетический профиль. 
 
1. Гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор 
Колониестимулирующие факторы (КСФ) – 
это семейство молекул, стимулирующих произ-
водство зрелых клеток крови в организме че-
ловека. КСФ впервые были выделены и охарак-
теризованы в начале 70-х годов XX века, когда 
было обнаружено, что колонии, содержащие 
зрелые нейтрофилы и макрофаги, подвергались 
быстрому росту после иммобилизации крове-
творных клеток на гелевой матрице и обработке 
различными средами. КСФ участвуют в различ-
ных стадиях созревания, деления и пролифера-
ции гемопоэтических клеток из плюрипотент-
ных стволовых в различные зрелые клетки, гра-
нулоцитарные макрофаги, эритроциты и тром-
боциты [1]. Многие факторы роста проявляют 
универсальные свойства, стимулируют клеточное 
деление различных типов клеток, в то время как 
другие являются довольно узко специфичными. 
КСФ относятся к цитокинам, которые пред-
ставляют собой класс сигнальных белков, участ-
вующих в клеточном взаимодействии, иммунной 
функции и эмбриогенезе. Цитокины экспресси-
руются с помощью различных кроветворных и 
некроветворных типов клеток и могут оказывать 
аутокринный, паракринный и эндокринный 
эффекты [2]. 
1.1. Функции, биологическое значение 
и механизм секреции гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора 
Гранулоцитарный колониестимулирущий 
фактор (Г-КСФ) – один из представителей цито-
кинов – гликопротеин с  молекулярной массой 
19.6 кДа, состоящий из 174 аминокислотных 
остатков, – влияет на состояние системы крове-
творения, образование функционально актив-
ных нейтрофилов и их выделение из костного 
мозга в кровеносную систему [3], а также обла-
дает сигнальной функцией для поддержания 
стационарного уровня нейтрофилов in vivo [4]. 
Основное действие Г-КСФ на нормальные 
гемопоэтические клетки ограничивается клетка-
ми линии нейтрофилов. In vitro Г-КСФ изби-
рательно стимулирует пролиферацию и диффе-
ренцировку нейтрофилов колониеобразующих 
клеток и изменяет некоторые функции зрелых 
нейтрофилов. Г-КСФ также действует на отно-
сительно зрелые клетки-предшественники, 
которые ответственны за дифференциацию ней-
трофилов. Г-КСФ часто проявляет синергети-
ческую кроветворную активность в присутст-
вии других цитокинов in vitro, таких как интер-
лейкин-3, интерлейкин-6 и гранулоцитарный 
макрофагальный КСФ (ГМ-КСФ). Синергети-
ческую активность Г-КСФ также проявляет в 
В 
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комбинации с клонированными лигандами 
(факторами стволовых клеток) на с-протоонко-
ген, который воздействует на раннюю клеточ-
ную популяцию [5].  
При введении in vivo рекомбинантный Г-
КСФ увеличивает количество зрелых нейтро-
филов в крови крыс, мышей, хомяков, собак, 
приматов и человека. Лечение животных с 
помощью Г-КСФ в ходе доклинических иссле-
дований выявило ряд его важнейших биологи-
ческих особенностей, в том числе повышение 
уровня нейтрофилов, ускоренное их восстанов-
ление, перераспределение гематопоэза и 
мобилизацию стволовых клеток периферичес-
кой крови [5].  
С точки зрения специфичности клеток-ми-
шеней, Г-КСФ является привлекательным век-
тором для доставки биологических веществ к 
нормальным или аномальным гранулоцитам и 
их прекурсорам [6]. 
Как правило, Г-КСФ можно обнаружить в 
плазме крови при концентрациях более 10 пкг/мл. 
В различных случаях, как, например, при аплас-
тической анемии, нейтропении, всевозможных 
инфекциях, а также при сложных случаях бере-
менности концентрация Г-КСФ может быть зна-
чительно выше – до 100 пкг/мл [7]. 
На клеточном уровне было показано, что 
отсутствие Г-КСФ (вследствие удаления его 
рецептора) увеличивает восприимчивость нейт-
рофильных предшественников к апоптозу, или 
запрограммированной смерти клетки [7]. 
Основной целью Г-КСФ являются про-
миелоцитные/миелобластные колонии клеток, а 
ускоренное производство нейтрофилов под 
влиянием введенного Г-КСФ происходит за 
счет ускоренной миграции нейтрофилов из 
костного мозга в кровь [7]. 
Помимо всего прочего, Г-КСФ пролонги-
рует время жизни зрелых нейтрофилов и уве-
личивает их способность к хемотаксису, к гене-
рированию супероксид-аниона в ответ на бакте-
риальные пептиды, к синтезу нейтрофилами 
щелочной фосфатазы и миелопероксидазы и к 
высвобождению арахидоновой кислоты. Также 
Г-КСФ стимулирует усиление продукции ин-
терферона-α (IFN-α), увеличивает фагоцитар-
ную активность нейтрофилов и их способность 
к антитело-зависимому уничтожению опухоле-
вых клеток [4]. 
Г-КСФ продуцируется моноцитами-макро-
фагами, фибробластами и клетками эндотелия. 
Поскольку эти типы клеток широко распро-
странены в человеческом организме, возможно, 
что Г-КСФ участвует в пролиферации, акти-
вации и усилении функциональных свойств 
нейтрофилов, которые возникают в ответ на 
местные инфекции или по другим причинам. 
Бактериальные эндотоксины, такие как липо-
полисахариды (ЛПС), могут стимулировать 
продукцию Г-КСФ моноцитами-макрофагами. 
Кроме того, интерлейкин-1 и фактор некроза 
опухоли (ФНО), секретируемые активирован-
ными моноцитами-макрофагами, могут стиму-
лировать фибробласты и клетки эндотелия для 
продукции Г-КСФ [4]. 
Активированные Т-лимфоциты секретиру-
ют большое количество цитокинов, таких как 
интерлейкин-3, -4, ГМ-КСФ, IFN-α, которые в 
свою очередь стимулируют моноциты-макро-
фаги для продукции Г-КСФ. По-видимому, эта 
сложная система продукции Г-КСФ определяет 
уровни локального и циркулирующего Г-КСФ. 
Однако пока невозможно установить, какие 
клетки и стимуляторы являются активаторами, 
а какие – только вспомогательными в процессе 
синтеза Г-КСФ in vivo [4]. 
Известно, что некоторые линии опухолевых 
клеток рака человека, такие как сквамозная 
клеточная карцинома (CHU-2) и карцинома 
мочевого пузыря (5637 и Т24), известны как 
конститутивные производители Г-КСФ. Эксп-
рессия Г-КСФ в этих опухолях возможна 
благодаря внутренней активации факторов 
транскрипции, связанных с продукцией цито-
кинов, которые воздействуют на регион промо-
тора гена Г-КСФ [4]. 
Что касается механизма действия Г-КСФ, то 
взаимодействие Г-КСФ с рецептором, как было 
установлено, следует сразу после активации 
системы гуанозинтрифосфатсвязывающего бел-
ка и аденилатциклазы. Существует взаимозави-
симое повышение внутриклеточных концен-
траций аденилатмонофосфата и ионов Ca2+ 
параллельно с активацией протеинкиназы С [4]. 
Молекула Г-КСФ специфически связывает-
ся с рецепторами клетки при константе диссо-
циации около 100 пкМ. Эта константа гораздо 
выше, чем концентрация, требующаяся для 
проявления половины от максимального биоло-
гического ответа на молекулу Г-КСФ. Это 
служит доказательством того, что биологичес-
кий ответ, вызванный Г-КСФ, может возникать 
и при низком уровне загрузки рецептора [4]. 
 
1.1. Структура Г-КСФ 
 
Человеческий Г-КСФ доступен для клини-
ческого использования в двух формах: неглико-
зилированной и гликозилированной. Неглико-
зилированная форма белка, или рекомбинант-
ный Г-КСФ (рч-Г-КСФ), полученный экспрес-
сией из клеток E. coli, известен как филграс-
тим и состоит из 175 аминокислотных остатков 
(АКО). Эта форма белка имеет дополнитель-
ный N-концевой остаток метионина, стабилизи-
рующий третичную структуру белка в бактери-
альной экспрессирующей системе. Благодаря 
своему бактериальному происхождению, рчГ-
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КСФ не имеет О-связанного углеводного остат-
ка на треонине-133 нативного белка, но сохра-
няет все пять остатков цистеина, типичных для 
протеина человека [8]. 
Нативный Г-КСФ – это гликопротеин, со-
держащий 204 АКО, включая сигнальную по-
следовательность из 30 АКО, которая удаляется 
из секретируемой формы. Природная форма не 
содержит сайтов N-гликозилирования и имеет 
один сайт О-гликозилирования по Thr133, 
который защищает белки от агрегирования, но 
не влияет решающим образом на биологи-
ческую активность [7]. Молекулярный меха-
низм стабилизирующего эффекта гликозилиро-
вания, по-видимому, состоит в том, что угле-
водный остаток уменьшает подвижность 
молекулы Г-КСФ в райoне сайта гликозилиро-
вания [9]. 
Молекула Г-КСФ содержит свободную 
сульфгидрильную группу в положении Cys17 и 
две внутримолекулярные дисульфидные связи в 
положениях Cys36– Cys42 и Cys64–Cys74 [7]. С 
помощью сайт-специфического мутагенеза бы-
ло установлено, что в молекуле Г-КСФ свобод-
ный Cys не отвечает за активность белка, в то 
время как модификация цистеинов, формиру-
ющих дисульфидные связи, приводит к сни-
жению биологической активности и нарушению 
вторичной и третичной структур молекулы [5]. 
Расчет вторичной структуры Г-КСФ пока-
зал, что молекула белка содержит 66% α-спира-
лей и 17% β-складок [10]. 
Третичная структура Г-КСФ, как и других 
членов семейства цитокинов, была установлена 
с высоким разрешением рентгеновской кристал-
лографией и ЯМР-спектроскопией. Молекула Г-
КСФ представляет собой узел из четырех анти-
параллельных α-спиралей с общим размером 
45×26×26 Å и имеет короткую спираль между 
первой и второй из этих структур. Четыре спи-
рали называют соответственно А-, В-, С- и D-
спиралями, а их соединительные петли – AB-, 
BC- и CD-петлями. AB- и CD-петли – длинные 
вертикальные структуры, и только ВС-петля 
является наиболее типичной короткой U-
образной петлей [11]. 
Структура узла рчГ-КСФ неизменна за счет 
углов пересечения спирали, размер которых 
варьируется между -167° и -159°. Средний угол 
пересечения -162.5° очень близок к теорети-
чески прогнозируемому (-161°) для идеального 
левозакрученного антипараллельного четырех-
спирального узла. Спирали А, В и С прямые, 
тогда как спираль D сгибается по направлению 
к самой короткой спирали В. Изменение в 
аксиальном направлении между концами 
спирали D составляет 35° с наибольшими изги-
бами в районе Gly149 и Ser159. Прямой участок 
спирали D (АКО 159–173) позволяет наиболее 
полно взаимодействовать со спиралями А, В и 
С, а также часто используется для определения 
углов пересечения внутри молекулы [11]. 
Короткая спиральная секция E находится внут-
ри петли AB (рис. 1). 
Белковая цепь делает крутой поворот от 
спирали А, и 5 АКО переходят в 4 остатка 
спирали 310. В Leu47 есть сдвиг в направлении 
полипептидной цепи, и спираль 310 ведет не-
посредственно к 6-му остатку α-спирали. Угол 
45° между этими короткими спиралями обора-
чивает их вокруг N-конца цепи спирали D. Они 
экспонированы наружу и выступают из основ-
ного каркаса белковой структуры. Остатки 
этого региона перекрываются с эпитопами, рас-
познаваемыми нейтрализующими монокло-
нальными антителами [11]. 
 
 
Рис. 1. Трехмерная структура Г-КСФ 
 (α-спирали изображены в виде цилиндров). 
 
Как уже упоминалось, присутствие двух ди-
сульфидных связей в рчГ-КСФ, Cys36–Cys42 и 
Cys64–Cys74, необходимо для биологической 
активности белка. Они расположены на проти-
воположных концах длинной петли AB, где 
образуют короткие петли у С-конца спирали А 
и N-конца спирали B. Измерение кругового 
дихроизма молекулы Г-КСФ позволило устано-
вить, что в отсутствие Cys64–Cys74 формируется 
лишь около половины нативной структуры α-
спирали [11]. 
Существует два типа структур молекулы Г-
КСФ (А и В), имеющих приблизительно оди-
наковые молекулярные веса порядка 20 кДа и 
которые состоят  соответственно из 177 (А-тип) 
и 174 АКО (В-тип). Эти два вида структур 
идентичны, за исключением последователь-
ности из трех АКО (Val-Ser-Glu), имеющейся в 
районе 35-й аминокислоты от N-конца в 
молекуле А-типа. Молекулы Г-КСФ обоих 
типов в обилии содержат гидрофобные амино-
кислотные остатки и имеют две дисульфидные 
связи [4]. 
Углеводный остаток на Thr133 составляет 
около 4% от общего молекулярного веса глико-
протеина и представляет собой (2,6)галактозо-
β(1,3)-N-ацетилгалактозамин сиаловой кислоты 
[4]. 
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1.3. Применение филграстима в медицине 
Очистка и молекулярное клонирование рч-
Г-КСФ (филграстима) были осуществлены в пе-
риод между 1984 и 1986 гг., а разработка техно-
логии получения филграстима для клинических 
нужд началась в 1986 году. Его клиническое 
применение у онкологических больных, прохо-
дивших курс химиотерапии, было разрешено в 
Соединенных Штатах в феврале 1991 года. 
Спустя 5 лет с момента лицензирования фил-
грастима как лекарственного средства, 1.2 мил-
лиона пациентов прошли курс лечения с его 
помощью [12].  
Первоначально филграстим использовался в 
качестве вспомогательного средства в клини-
ческих испытаниях после курса химиотерапии 
для предотвращения нейтропении или ее ослож-
нений (лихорадка, инфекции, язвы ротовой 
полости) [13]. Исследования выявили, что рч- 
Г-КСФ ускоряет восстановление нейтрофилов и  
уменьшает продолжительность нейтропении 
после химиотерапии цитостатическими препа-
ратами и радиационной терапии опухолей [14]. 
Его использование привело к снижению 
частоты возникновения инфекций и к сокраще-
нию продолжительности госпитализации онко-
логических больных [13]. Помимо нейтропении, 
вызванной химиотерапией, филграстим был 
одобрен более чем в 70 странах для лечения 
миелосупрессии после трансплантации костно-
го мозга, тяжелой хронической нейтропении, 
пневмонии, острого лейкоза, апластической 
анемии, миелодиспластического синдрома и для 
мобилизации в периферическую кровь клеток-
предшественников при трансплантации. В по-
следнее время описаны случаи использования 
филграстима при тяжелых повреждениях 
спинного мозга и при реваскуляризации сосу-
дов при ишемической болезни сердца [12]. 
Клиническое применение Г-КСФ было пре-
имущественно оправдано при лечении различ-
ных форм нейтропении: врожденной, цикли-
ческой или идиопатической [13]. Например, при 
тяжелой врожденной нейтропении – заболева-
нии, характеризующемся задержкой созревания 
миелоидных клеток в костном мозге и  приво-
дящем к резкому снижению уровня перифе-
рийных нейтрофилов и восприимчивости к 
оппортунистическим бактериальным инфекци-
ям, которые могут быть фатальными. Еще 
одним важным и первоначально неожиданным 
преимуществом Г-КСФ явилась его способ-
ность индуцировать выход гематопоэтических 
стволовых клеток и клеток-предшественников 
из костного мозга в периферическую кровь. Это 
дало возможность использовать рчГ-КСФ для 
активации и изоляции периферических гемо-
поэтических стволовых клеток для их транс-
плантации и лейкофереза [12, 13]. Механизм, 
посредством которого Г-КСФ мобилизует эти 
клетки в периферию, до конца не изучен, но, 
как полагают, не является прямым, поскольку 
непосредственно Г-КСФ не воздействует на 
стволовые клетки и клетки-предшественники. 
Этот механизм опосредован его рецепторами, в 
том числе с помощью секреции матриксных 
металлопротеиназ, активации рецепторов хемо-
кинов и модуляции различных адгезивных 
молекул [13, 15]. 
2. Полиэтиленгликоли 
2.1. Преимущества, направления 
и перспективы использования пэгилирования 
в области создания новых классов 
биофармацевтических препаратов 
В настоящее время полиэтиленгликоль 
(ПЭГ) является одним из наиболее популярных 
биосовместимых полимеров, поскольку обла-
дает множеством полезных свойств. Среди них 
– широкий диапазон растворимости в орга-
нических и водных средах, отсутствие ток-
сичности и иммуногенности и относительная 
устойчивость in vivo [16] в сочетании с вы-
сокой полидисперсностью и коммерческой дос-
тупностью ПЭГ на рынке [17]. ПЭГ имеет 
самый низкий уровень белковой и клеточной 
адсорбции на своей поверхности по сравнению 
с другими известными полимерами. Это свой-
ство объясняется минимальной энергией на 
поверхности раздела фаз его молекул в водном 
растворе [18]. 
Другой важной причиной возросшей попу-
лярности ПЭГ является его относительная 
структурная простота. Молекула полимера име-
ет химически инертную основу (каркас) и толь-
ко две (или в случае моно-ПЭГ– одну) моди-
фицированные концевые группировки [16]. 
Многие нежелательные эффекты, вызван-
ные различными биологическими механизмами 
узнавания in vivo, могут быть сведены к ми-
нимуму путем ковалентной модификации био-
логически активных молекул с ПЭГ. Так, на-
пример, иммуногенность и антигенность белков 
может быть значительно снижена. Время цир-
куляции в крови липосом, наночастиц и белков 
может быть увеличено, а их усвоение рети-
кулоэндотелиальной системой (РЭС), печенью 
и селезенкой понижено. Также может быть 
уменьшена тромбогенность, адгезия клеток и белков 
на поверхности молекул [16]. Благодаря 
ковалентному присоединению ПЭГ к белкам 
вокруг молекулы конъюгата образуется водное 
облако, которое способно затормозить или 
предотвратить действие протеолитических 
ферментов, антител и фагоцитов, а также увели-
чить гидродинамический объем молекулы, что 
позволяет снизить почечный клиренс [17]. 
Таким образом, может быть уменьшена частота 
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введения препарата и соответственно количест-
во лекарственного средства, что улучшает 
качество жизни пациента и уменьшает клини-
ческие расходы [19]. 
Выведение ПЭГ-конъюгатов и пэгилирован-
ных носителей почками снижается при исполь-
зовании препаратов с более высокой молеку-
лярной массой, что обусловлено эффектом по-
вышенной проницаемости и удержания молекул 
в организме (пассивный таргетинг). Это яв-
ление в основном наблюдается в раковых или 
воспаленных тканях, которые отличаются ги-
перваскуляризацией и обладают особо проница-
емой сосудистой сетью и представляют собой 
спонтанно расположенные, слабо связанные эн-
дотелиальные клетки, позволяющие наноскопи-
ческим частицам проникать в опухолевые ткани 
и оставаться внутри в результате отсутствия 
или ослабления лимфодренажа [19]. 
Однако следует иметь в виду, что выве-
дение полимера не напрямую зависит от его 
молекулярной массы, но, скорее, от его гидро-
динамического объема, на который влияет ар-
хитектура полимера. Например, звездообразные 
полимеры и дендримеры имеют меньшие объ-
емы по сравнению с линейными полимерами с 
аналогичными молекулярными массами [19]. 
Также пэгилирование придает препаратам 
большую физическую и термическую стабиль-
ность и предотвращает или снижает агрегацию 
их молекул в организме или во время хранения, 
что является результатом стерической изоляции 
и/или маскирования зарядов, обеспеченного 
образованием «конформационного облака» [19]. 
Эти полезные свойства, передающиеся био-
молекулам с помощью присоединения ПЭГ, 
имеют огромное значение для любой системы, 
требующей контакта с кровью [16]. 
В связи с уникальным сочетанием физи-
ческих, химических и биологических свойств 
ПЭГ и его производные стали одними из наи-
более востребованных модификаторов биологи-
чески значимых молекул. Производные ПЭГ 
также широко используются в качестве раст-
воримых матриц для жидкофазного пептидного 
синтеза, как лиганды для водорастворимых 
комплексов переходных металлов и как водо-
растворимые агенты для слияния клеток [18]. В 
настоящее время диапазон применения ПЭГ-
конъюгатов продолжает расширяться. Некото-
рые из ПЭГ-модифицированных молекул, на-
пример, белки и липосомы, уже являются ком-
мерчески успешными зарегистрированными 
фармацевтическими препаратами [16]. 
Обширный опыт работы с ПЭГ-модифи-
цированными белками показывает, что такие 
системы требуют особенно тщательной степени 
разработки. Спектр сложных ПЭГ-реагентов, 
предназначенных для сайт-селективной моди-
фикации биологических макромолекул, безус-
ловно, будет расширяться для создания пролон-
гированных форм препаратов направленного 
действия. Опыт работы с модифицированными 
ПЭГ в последние десятилетия показал, что 
введение соответствующих реакционноспособ-
ных групп в молекулу полимера может быть 
успешно описано довольно простыми схемами 
присоединения [16]. 
За последние 30 лет было создано несколько 
различных классов ПЭГ, которые позволяют 
сконструировать конъюгат с заранее заданными 
терапевтическими свойствами. Кроме того, за 
это время были разработаны и оптимизированы 
различные методики для очистки и анализа 
конъюгатов, которые необходимы при разра-
ботке подобных фармацевтических препаратов. 
Вследствие растущего интереса к пэгилирован-
ным формам на фармацевтическом рынке стали 
доступны многие активированные полимеры, 
таким образом делая возможным проведение 
пэгилирования в тех лабораториях, которые не 
снабжены химическими и технологическими 
средствами, необходимыми для активации ПЭГ 
[20]. 
С момента утверждения на фармацевти-
ческом рынке первого пэгилированного препа-
рата Управлением по контролю продуктов и 
лекарств (FDA) в США в 1990 году, а именно 
пэгилированной формы аденозиндезаминазы 
«Адаген» для лечения тяжелого комбинирован-
ного иммунодефицита, пэгилирование стало 
широко использоваться в качестве метода моди-
фикации на стадии пост-производства для улуч-
шения биомедицинской эффективности и 
физико-химических свойств терапевтических 
белков [21]. С тех пор девять различных пэги-
лированных препаратов получили одобрение 
FDA: восемь пэгилированных белков и один 
аптамер пэгилированного фактора роста сосу-
дистого эндотелия (ФРСЭ) «Пэгаптаниб» для 
лечения глазных сосудистых заболеваний. 
Стоит отметить, что четыре из этих восьми 
утвержденных пэгилированных биопрепаратов  
являются фармацевтическими «блокбастерами» 
– теми препаратами, которые генерируют доход 
более $ 1 млрд. в год: «Пэгинтрон» (пэгили-
рованная форма интерферона-α2b); «Пегасис» 
(пэгилированная форма интерферона-α2a), 
«Ньюласта» (пэгилированная форма рч-Г-КСФ) 
и «Мирцера» (пэгилированный эпойетин-β), 
утвержденный FDA в 2007 году для лечения 
анемии, связанной с хронической почечной не-
достаточностью у взрослых [22]. 
В качестве альтернативы моноклональным 
антителам уже зарегистрирован пэгилирован-
ный фрагмент антитела, который относится к 
семейству ингибиторов фактора некроза опухо-
ли (ФНО). Препарат «Кимзия» (пэгилирован-
ный анти-ФНО-α-Fab') был утвержден в апреле 
2008 года для лечения заболевания Крона и в 
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мае 2009 года – для лечения ревматоидного 
артрита. Другой пэгилированный фрагмент 
антитела был создан из ди-Fab'-анти-агрегант-
ного производного фактора роста (CDP860) для 
применения на последних этапах клинических 
испытаний [22]. 
В дополнение к этим уже утвержденным 
пэгилированным биофармацевтическим препа-
ратам в ближайшем будущем к выпуску гото-
вятся многие другие новые пролонгированные 
формы, находящиеся сейчас на разных стадиях 
клинических испытаний. Некоторые фармацев-
тические компании активно разрабатывают 
пэгилированные формы IFN-β: пэгилированный 
по N-концу человеческий IFN-β, разработанный 
компанией «Biogen Idec» (BIIB017), в насто-
ящее время находится на III фазе клинических 
испытаний, и ПЭГ-IFN-β, разработанный 
«Toray» (ТRК-560), – на первой фазе 
клинических испытаний [23]. Кроме того, новая 
версия пэгилированного Г-КСФ с улучшенным 
фармакокинетическим профилем «Маxy-G34», 
разработанная компанией «Maxy-gen Inc.», 
успешно прошла вторую стадию клинических 
испытаний [24]. 
Есть также несколько докладов о приме-
нении пэгилированных белков, которые нахо-
дятся на различных этапах разработки. Фарма-
цевтической компанией «Novo Nordisk» про-
ведены испытания производных гликопэгили-
рованных факторов свертываемости крови, из 
которых аналог VII фактора N7-GP уже прошел 
II фазу клинических испытаний [25], как и 
аналог фактора VIII N8-GP, прошедший 
испытания на пациентах из 7 стран, страда-
ющих тяжелой формой гемофилии типа А [26]. 
Также ведется разработка фармакокинети-
ческой модели для базовых и хирургических 
испытаний III фазы гликопэгилированной 
формы рекомбинантного фактора IX нонакога 
бета N9-GP по данным однократного введения 
препарата пациентам, страдающим гемофилией 
типа В, и прошедшим I фазу клинических 
исследований [27]. Компанией «BioMarin 
Pharmaceutical Inc.» проводится II фаза клини-
ческих испытаний пэгилированной формы 
фенилаланинаммонийлиазы в качестве потенци-
ального препарата для инъекций больным 
фенилкетонурией [28]. Также компанией 
«Halozyme Therapeutics» успешно проводятся 
испытания препарата пэгилированной челове-
ческой рекомбинантной гиалуронидазы 
PEGPH20, расщепляющей гиалуроновую 
кислоту, входящую в состав внеклеточного 
матрикса, и способной провоцировать несколь-
ко клеточных линий человеческой панкреа-
тической карциномы. PEGPH20 способствует 
опухолеспецифическому увеличению макро-
молекулярной проницаемости и индуцирует 
порозность и межэндотелиальные и соеди-
нительные пробелы в эндотелии опухоли. 
Комбинированная терапия PEGPH20 и гем-
цитабином ингибирует рост опухоли и про-
длевает выживание популяции трансгенных 
мышей [29]. 
Каркасные белки представляют собой новое 
поколение универсальных связывающих рецеп-
торов для конструирования биофармацевтичес-
ких лекарственных препаратов. Сконструиро-
ванные каркасные белки образованы неболь-
шими растворимыми мономерными белками, 
такими как липокалины («Антикалин»), фибро-
нектин III («Аднектин»), белок А («Аффи-
боди»), тиоредоксин и BPTI/LACID1/ITI-D2 
(домен Куница) [22], и представляют собой 
домены антител, в частности, их наименьшие 
функциональные единицы, способные к специ-
фическому связыванию. Липокалины – функци-
онально разнообразные белки, содержащие 
160–180 АКО, с довольно слабой гомологией 
аминокислотной последовательности. Эти 
протеины со сконструированными лиганд-
связывающими сайтами представляют собой 
привлекательную альтернативу рекомбинант-
ным фрагментам антител. Они сочетают в себе 
преимущества молекул значительно меньших 
размеров с одной полипептидной цепью и обла-
дают терапевтическим потенциалом внутри-
клеточных мишеней с высокой структурной 
пластичностью вследствие изменения амино-
кислотной последовательности [30, 31]. Чтобы 
продлить время циркуляции в организме, их 
также часто подвергают пэгилированию. Не-
сколько препаратов на основе каркасных белков 
в данный момент проходят стадию доклини-
ческих и клинических испытаний, в том числе: 
пэгилированный Аднектинтм CT-322, связыва-
ющий рецептор-2 сосудистого эндотелиаль-
ного фактора роста, применяющийся в терапии 
саркомы Юинга (компания «Adnexus, A Bristol-
Myers Squibb R&D Company») [32], и 
пэгилированный домен антитела, связывающий 
фактор некроза опухоли-α, разработанный сов-
местно компаниями «PolyTherics Ltd.» и 
«Fujifilm Diosynth Biotechnologies» [33]. 
Один из новейших подходов для создания 
небольших антигенсвязывающих фрагментов с 
высокой избирательностью сфокусирован на ис-
пользовании однодоменных VHH-фрагментов 
антител, названных нанотелами и обнаружен-
ных только у семейства верблюдовых. Свойства 
рекомбинантных однодоменных нанотел позво-
ляют беспрепятственно проводить синтез, выра-
ботку и молекулярно-биологические манипуля-
ции, такие как модификация аминокислотной 
последовательности, создание «фьюжн»-моле-
кул с другими белками и даже перенос анти-
генной специфичности от одного нанотела к 
Вестник МИТХТ, 2014, т. 9, № 2 
9 
 
другому [34]. Нанотела обладают высокой ста-
бильностью при комнатной или повышенной 
температурах и имеют слабую способность к 
агрегированию по сравнению с любыми одно-
цепочечными вариабельными фрагментами 
(scFv), полученными из обычных антител, мо-
гут быть легко получены в бактериях, в дрож-
жах и мицелиальных грибах и имеют низкую 
иммуногенность (данные для мышей) [35]. Кро-
ме того, из-за их небольших размеров (15 кДа) 
нанотела могут атаковать гликозилированные и 
скрытые антигены, недоступные для крупных 
молекул антител, а характерные вытянутые 
формы участка их антигенсвязывающего сайта 
позволяют взаимодействовать с эпитопами, ко-
торые не являются узнаваемыми для обычных 
антител. На настоящий момент уже описано 
применение нанотел in vivo для терапевтичес-
ких целей, в том числе для воздействия на 
паразитов и на раковые клетки [34]. Поэтому 
стало очевидным, что пэгилирование нанотел 
сможет подавить клиренс макрофагов и увели-
чить время циркуляции введенных векторов, 
что жизненно важно для экстравазации нано-
полимеров в опухоли для обеспечения эффек-
тивной системной доставки трансгенов. Не так 
давно был синтезирован конъюгат анти-
DF3/Муцин1-нанотела со сложным ПЭГ-поли-
этилениминовым комплексом (полиплекс) для 
доставки летальных трансгенов к сверхпро-
дуктивным раковым клеткам Муцин1 [36] и 
конъюгаты трех различных факторов некроза 
опухоли-α с ПЭГ 40 кДа для лечения аутоим-
мунных заболеваний, таких как ревматоидный 
артрит [37]. 
Конъюгация ПЭГ с белками приводит к 
образованию новых макромолекул с изме-
ненными физико-химическими характеристи-
ками. Эти модификации, как правило, отра-
жаются на способности связывания рецептора, 
на in vivo и in vitro биологической активности, 
скорости сорбции и биодоступности, биорас-
пределении, фармакокинетическом и фармако-
динамическом профилях, а также на снижении 
иммуногенности и токсичности. 
Пэгилирование защищает пептиды и белки 
от протеолитического расщепления, однако вы-
сокомолекулярные и разветвленные виды ПЭГ 
способны оказывать негативное воздействие на 
биологическую активность конъюгатов из-за 
стерических помех [38–40]. В условиях in vivo 
этот эффект компенсируется значительно уве-
личенным клиренсом, который обычно состав-
ляет основное преимущество пэгилированных 
белков перед нативными [41–43]. Как правило, 
чем длиннее цепь ПЭГ [44–46] и выше его 
молекулярный вес [47–49], тем больше время 
полувыведения ПЭГ-конъюгата (рис. 2) [22]. В 
дополнение к длине ПЭГ, на фармакокинети-
ческие и фармакодинамические показатели, 
скорость сорбции, объем распределения препа-
рата в организме и на период полувыведения 
сильно влияет его геометрия [50–52]. Было 
установлено, что конъюгаты белков с разветв-
ленными видами ПЭГ имеют более длительную 
циркуляцию in vivo, чем их линейные аналоги, 
при одинаковой молекулярной массе за счет 
более эффективного экранирования поверхнос-
ти белка, но также обладают и большим гидро-
динамическим объемом [53–56], хотя в 
последнее время появились результаты, 
оспаривающие эту гипотезу [57]. 
 
 
Рис. 2. Влияние молекулярной массы пэгилированных по N-концевой аминокислоте конструктов 
интерферона-α-2b с линейными (10, 20 и 30 кДа) и разветвленным (45 кДа) ПЭГ на их активность in vitro, 
определенную с помощью RGA (ангиогенный анализ гена-репортера), и на период полувыведения  
у крыс после введения данных препаратов. 
 
Проблемы, которые встают при разработке 
пэгилированных белков, также как и других 
пэгилированных молекул, часто связаны с 
контролем сайта конъюгации ПЭГ и количест-
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вом продуктов с различной степенью пэгили-
рования. Терапевтические препараты должны 
быть полностью гомогенны, с четко установ-
ленной активностью и минимизированными 
побочными эффектами. Изменение соотноше-
ния продуктов реакции пэгилирования, как и их 
конформации, приводит к изменению биологич-
еской активности и фармакокинетического 
профиля [58–60]. Активность, стабильность, 
фармакокинетика, а также биораспределение и 
иммуногенность биоконъюгатов могут зависеть 
от нескольких параметров, таких как размер и 
форма полимера, положение сайта конъюгации, 
число присоединенных молекул ПЭГ, природа 
химической связи и количество задейство-
ванных аминокислот [61–65].  
Доступные в настоящее время ПЭГ-
реагенты позволяют проводить селективное 
присоединение к наиболее распространенным 
функциональным группам, присутствующим в 
белках, а именно: к первичным аминам, карб-
оксильным группам, тиоловым или углеводным 
остаткам [66, 67]. Тем не менее, проведение 
селективных модификаций по определенным 
аминокислотным остаткам в белковой последо-
вательности (например, для сохранения перво-
начальной биологической активности) является 
довольно сложной процедурой, и на данный 
момент невозможно вывести какую-то единст-
венную унифицированную стратегию для при-
соединения ПЭГ ко всем белкам или пептидам 
[22].  
2.2. Свойства ПЭГ как модифицирующего 
агента 
Уникальные химические и медико-биологи-
ческие особенности полиэтиленгликоля в тече-
ние длительного времени успешно использу-
ются для различных практических целей, в том 
числе для присоединения к биологическим 
молекулам без изменения их биомедицинских 
свойств. ПЭГ может быть легко  модифициро-
ван и присоединен к другим молекулам с незна-
чительным воздействием на их химические 
свойства, но с заметным изменением их раство-
римости, размера и стабильности. Этот поли-
мер, на первый взгляд, является очень простой 
молекулой, а, по сути, представляет собой 
линейный нейтральный полиэфир с общей 
структурой [68]: 
R–O–(CH2–CH2–О)n–CH2–CH2–OH, 
где R = CH3, H. 
Одной из наиболее ярких особенностей ПЭГ 
является растворимость: до 50% в большинстве 
растворителей, применяемых в органической 
химии, а также в воде. ПЭГ имеет низкую 
собственную токсичность. К тому же не каждый 
неионный гидрофильный полимер может обес-
печить безопасное, не вызывающее побочных 
реакций воздействие. ПЭГи с молекулярной 
массой от 20 до 50 кДа в основном исполь-
зуются для конъюгации с низкомолекулярными 
препаратами, такими как олигонуклеотиды и 
малые интерферирующие РНК. В результате 
образуются конъюгаты, имеющие повышенный 
почечный клиренс из-за увеличенной молеку-
лярной массы полученной молекулы, не спо-
собной преодолеть порог почечного выведения. 
ПЭГи с более низкими молекулярными массами 
1–5 кДа часто используются для конъюгации с 
высокомолекулярными препаратами, такими 
как антитела или наночастицы [19]. 
С теоретической точки зрения, этот био-
разлагаемый полимер является наиболее удоб-
ным в применении, поскольку проблема его 
полного выведения преодолима. В то же время 
должны быть приняты во внимание и другие 
аспекты, такие как токсичность продуктов 
разложения и ограниченный период хранения 
препарата. 
Что касается химической модификации 
ПЭГ, то на концах его молекула имеет пер-
вичную, легко модифицируемую гидроксиль-
ную группу, в то время как полиэфирная основа 
химически инертна. 
В случае, когда требуется присоединить 
только одну молекулу вещества к молекуле 
ПЭГ или прикрепить сложные цепи ПЭГ к 
субстрату, во избежание возможного кросс-
линкинга белка часто используется мономети-
ловый эфир ПЭГ (мПЭГ). Ковалентная связь 
между ПЭГ и молекулой белка образуется с 
участием ОН-групп полимера. Кроме того, 
новые функциональные молекулы ПЭГ могут 
быть получены или путем прямого преобра-
зования гидроксильных фрагментов в требу-
емую функциональную группу, либо 
взаимодействием полимера с бифункцио-
нальной молекулой, где одна функциональная 
группа используется для присоединения к 
полимеру, а другая остается доступной для 
конъюгации с интересующей молекулой [68]. 
Считается, что конъюгация молекул ПЭГ, 
присоединенных в непосредственной близости 
от активного центра, может привести к стери-
ческим затруднениям или незначительным кон-
формационным изменениям в функциональной 
части белка. С помощью иммобилизации маски-
рующих (экранирующих) агентов на твердые 
носители, пространство вокруг активного цент-
ра становится защищенным от химического 
воздействия во время проведения пэгилирова-
ния. После снятия защиты субстрат беспрепят-
ственно достигает активного центра пэгилиро-
ванного белка [69]. 
При использовании ПЭГ в качестве моди-
фицирующего агента для присоединения к пеп-
тиду или белку он должен быть активирован с 
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помощью функциональных групп, которые яв-
ляются реакционноспособными по отношению 
к некоторым группировкам белка [68]. 
Несмотря на успех клинических испытаний 
многих ПЭГ-конъюгатов, присоединение ПЭГ-
реагента к биомолекуле, также как и придание 
конъюгату требуемой структуры и его даль-
нейшая очистка, остаются довольно пробле-
матичными [70]. В частности, в результате 
реакции конъюгации может образовываться 
примесь побочных продуктов, если в молекуле 
белка имеется еще одна функциональная груп-
па, которая является активной по отношению к 
ПЭГ-реагенту. Например, при взаимодействии с 
обычными белками даже монофункциональных 
ПЭГ реакция конъюгации часто приводит к 
образованию смеси моно-, ди- и полипэгилиро-
ванных форм. В связи с вышеизложенными 
соображениями, ограниченный выбор ПЭГ-
реагентов, способных обеспечить сайт-направ-
ленное пэгилирование, является основной 
преградой для разработки биофармацевтичес-
ких молекул-конъюгатов. Довольно часто 
приходится встраивать конкретный специфич-
ный сайт в биомолекулу для дальнейшего сайт-
направленного присоединения [71]. Таким 
образом, выбор специфичного реагента стано-
вится важной задачей при создании методики 
направленного пэгилирования [68]. 
Поскольку фолдинг белковых цепей регули-
руется термодинамическими факторами, дос-
тупность и реакционная способность боковых 
цепей может быть изменена путем варьиро-
вания условий протекания реакции. Например, 
лизин является более реакционноспособным в 
непротонированной форме, т.е. при рН > рКа. 
Следовательно, при более высоких значениях 
рН реакция протекает быстрее [72], но ОН-
группы становятся более конкурентоспособ-
ными, а при низких значениях рН реакция 
протекает медленнее с более высокой селектив-
ностью. Кроме того, «спрятанные» амино-
кислоты могут быть выведены на поверхность 
благодаря частичной денатурации белка. Таким 
образом, поскольку биологические функции 
белков определяются их структурой и формой, 
то следует учитывать все структурные особен-
ности этих молекул для предотвращения 
неблагоприятных изменений конформации в 
результате проведения модификации [69]. 
Процесс присоединения ПЭГ к белкам 
обычно происходит с вовлечением остатка ли-
зина, поскольку его ε-аминогруппы, всегда при-
сутствующие в белках, довольно реакционно-
способны и гидрофильны [73–75]. Также су-
ществует множество работ, посвященных сайт-
направленному пэгилированию других амино-
кислотных остатков в белках [42, 66, 76]. 
Тиоловые модификации c помощью таких 
реагентов как малеимид [77, 78], пиридил-
дисульфид [79, 80], винилсульфон [81] пред-
ставляют особый интерес, но поскольку 
цистеин редко присутствует в белках, то их 
применение ограничено [82, 83]. В качестве 
активных сайтов конъюгации также могут 
выступать гуанидиновые группы аргинина, 
карбоксильные и карбоксамидные группы 
глутаминовой кислоты и глутамина [84–86], а 
также углеводные остатки – в случае глико-
протеинов [87]. Иногда случайное присоеди-
нение также может происходить по тирозину 
[88] или гистидину [72, 89]. Любой нежела-
тельный продукт присоединения по тирозину 
может быть расщеплен обработкой гидроксил-
амином [90]. Присоединение по карбоксильным 
группам белка описано только для нескольких 
конкретных случаев, как в случае косвенного 
присоединения ПЭГ-гидразида при низких 
значениях рН [91, 92], поскольку при реакции с 
аминогруппами ПЭГ одновременно происходит 
кросс-линкинг белка по этим же аминогруппам 
[93–95]. 
Необходимым требованием для всех этих 
методов является создание условий для сохра-
нения активности биомолекулы: определенное 
значение рН, температуры и концентрации 
белка и соли [68, 96] с целью предотвращения 
неспецифичного присоединения ПЭГ. 
Известно, что образование прочной связи 
между биологической молекулой и молекулой 
ПЭГ является причиной существенной потери 
биологической активности белка или поли-
пептида [54, 58]. Однако даже если в результате 
реакции остается около 5% от первоначальной 
биологической активности, то этого, как пра-
вило, вполне достаточно для функционирования 
in vivo пэгилированной формы со стабильной 
связью [68]. 
2.3. Виды ПЭГ-реагентов 
2.3.1. Обзор современных ПЭГ-реагентов 
Коммерчески доступные ПЭГ-реагенты 
имеют различные длину, геометрию молекул и 
химические свойства, что позволяет им взаимо-
действовать с особыми функциональными груп-
пами белков для создания ковалентной связи. 
Существует несколько коммерческих постав-
щиков, например, «NOF Corporation» (Япония), 
«SunBio» (Южная Корея), «Chirotech 
Technology Ltd.» (Великобритания), «JenKem» 
(Китай), «Creative PEG Works» (США) [22]. 
Полимерные ПЭГ, как правило, не под-
вержены биодеградации, но, по некоторым 
данным, подтвержден процесс их окислитель-
ного расщепления с помощью различных 
ферментов, таких как алкоголь- и альдегид-
дегидрогеназа [97] или цитохром-Р450-зависи-
мая оксидаза. Цепи ПЭГ с молекулярной массой 
менее 400 Да деградируют in vivo под воздейст-
вием алкогольдегидрогеназ до довольно токсич-
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ных метаболитов [98]. Более длинные цепи, 
которые используются для пэгилирования 
белков, не подвергаются метаболизму, и меха-
низм выведения их конъюгатов зависит от 
молекулярной массы [22, 99]. 
Молекулы ПЭГ и конъюгатов белков с ПЭГ, 
имеющими молекулярную массу ниже 20 кДа, 
выводятся через почки, в то время как белковые 
конъюгаты с большими молекулярными весами 
удаляются из организма другими способами: 
через печень, с помощью иммунной системы и 
протеолитическим расщеплением белковой 
части конъюгата [100]. Эти пути представляют 
собой природные механизмы выведения круп-
ных белковых молекул с молекулярной массой 
более 70 кДа [22]. 
Различные виды ПЭГ, как модифициро-
ванные, так и нет, имеющие широкий спектр 
полидисперсности, использовались в недавнем 
прошлом, в то время как в настоящее время 
общепринятым стандартом для ПЭГ-реагентов 
с молекулярной массой до 30 кДа является 
степень полидисперсности около 1.05. Для 
высокомолекулярных форм приемлемо значе-
ние полидисперсности, равное 1.1, однако 
общая тенденция направлена на разработку 
ПЭГ с узким диапазоном распределения. Боль-
шой разброс молекулярных масс в составе 
полимера является одним из факторов, услож-
няющих анализ конъюгатов ПЭГ с белками. В 
сегодняшней практике часто используются 
линейные и разветвленные виды ПЭГ с моле-
кулярной массой до 40 кДа, применение кото-
рых приводит к ожидаемому улучшению фар-
макокинетических свойств белков [54, 56, 100]. 
Тем не менее, новые формы ПЭГ, например, 
раздвоенные, «многорукие» [101] и гребне-
образные [102], имеют перспективу дальней-
шего использования при создании новых про-
лонгированных форм препаратов. Гребне-
образные ПЭГ содержат многочисленные 
короткие цепи ПЭГ, прикрепленные к остову 
полимера с помощью металл-опосредованной 
свободно-радикальной полимеризации [103], 
что добавляет дополнительные преимущества к 
плотно-упакованной структуре полимера [22]. 
Перспективным подходом к направленному 
пэгилированию является присоединение ПЭГ с 
дальнейшим удалением группы, связывающей 
его с белком [63, 104, 105]. Этот метод поз-
воляет преодолевать инактивацию белка во 
время реакции пэгилирования и создавать пре-
парат со сравнительно высокой биологической 
активностью, повышенной растворимостью и 
биодоступностью, а с помощью селекции сши-
вающего агента делает возможным контроль 
фармакокинетики [22]. 
Высвобождаемые ПЭГ-линкеры (или сши-
вающие агенты), как правило, предназначены 
для контролируемого высвобождения препа-
ратов, содержащих аминогруппы [106]. Этот 
способ наиболее подходит для пептидов [107], 
небольших молекул и олигонуклеотидов. Для 
большей эффективности неактивная форма 
препарата («пропрепарат»), полученная c по-
мощью «высвобождаемого» пэгилирования, 
должна быть химически или ферментативно 
преобразована в свою активную форму после 
введения в организм пациента. С этой целью 
Залипски и др. [108], а также Гринвальд и др. 
[109, 110] создали in vivo высвобождаемые виды 
ПЭГ, различающиеся механизмом отщепления. 
Молекулы ПЭГ, разработанные группой Залип-
ски, использовавшей пара- или орто-дисуль-
фиды бензилуретана, подвергались расщепле-
нию в эндосомальном пространстве клетки в 
довольно мягких условиях. В ПЭГах, синтези-
рованных группой Гринвальда, использовалась 
система, состоящая из спейсера, содержащего 
инициатор или спецификатор, и ферментатив-
но высвобождаемого линкера, присоединен-
ного к молекуле препарата. Скорость, с которой 
препарат отщеплялся от линкера, зависела от 
стерических препятствий, заданных химической 
структурой самого линкера [59]. 
Улучшенные физико-химические характе-
ристики ПЭГ-конъюгатов объясняются увели-
чением гидродинамического объема их моле-
кул, что обеспечивается способностью ПЭГ 
координировать вокруг себя молекулы воды, а 
также вследствие гибкости его цепи. Цепи 
полимера могут разворачиваться вокруг белка 
для ограждения его от окружающей среды (или 
наоборот), но они также оказывают влияние на 
взаимодействие белка с другими молекулами, 
что важно для проявления его биологических 
функций. Это свойство считается качественной 
основой разницы в активностях пэгилированных 
белков in vitro и in vivo. Как правило, активность 
in vitro после пэгилирования снижается, иногда 
очень существенно; тем не менее, фармако-
логические свойства in vivo обычно улучшаются 
[22, 58, 59, 63]. 
Поскольку большинство реакций пэгилиро-
вания проводится с участием довольно неста-
бильных молекул, то для проведения реакции 
конъюгации требуются мягкие условия, подхо-
дящие для проведения в водных растворах. В 
случае полипептидов наиболее распространен-
ными для присоединения реактивными груп-
пами являются N-конец полипептидной цепи 
или ε-аминогруппы лизина [74]. Первые синте-
зированные аналоги ПЭГ, как правило, содер-
жали большое количество примесей, имели 
низкие молекулярные массы, нестабильные свя-
зи, а также не обладали ярко выраженной 
селективностью. Примерами первого поколения 
производных ПЭГ являются: ПЭГ-дихлор-
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триазин [111, 112], ПЭГ-трезилат [113], ПЭГ-
сукцинимидилкарбонат (СК-ПЭГ) [114, 115], 
ПЭГ-бензотриазолилкарбонат [116], ПЭГ-п-
нитрофенилкарбонат [112, 117], ПЭГ-
трихлорфенилкарбонат [112], ПЭГ-карбо-
нилимидазол [112] ПЭГ-сукцинимидил-сукци-
нат (СС-ПЭГ) [112, 115, 118], которые пред-
ставлены в табл. 1 и 2. 
 
Таблица 1. Алкилирующие производные ПЭГ, взаимодействующие с аминогруппами  
с образованием вторичных аминов с сохранением заряда белка 
Формула Название Примечания Ссылки 
 
ПЭГ-эпоксид Нереакционноспособен, 
используется редко [122, 123] 
 
ПЭГ-хлортриазин Не используется в клинической 
практике из-за токсичности 
[111, 112, 
119, 120] 
 
ПЭГ-трезилат 
(-тозилат) 
Не используется: образуется смесь 
изомеров 
[92, 113, 
124] 
 
ПЭГ-альдегид 
Реакция проходит в две стадии c 
восстановителем NaCNBH3. Если 
присоединение проводится при 
низких рН (4.5-5.0), реакция идет 
только по α-аминогруппе 
[125, 126] 
Производные ПЭГ-хлортриазина могут 
реагировать с несколькими нуклеофильными 
группами, такими как функциональные группы 
остатков лизина, серина, тирозина, цистеина 
или гистидина, в результате образуется конъю-
гат в виде вторичного амина с сохраненным 
зарядом [119, 120]. К сожалению, реакционная 
способность ПЭГ-хлортриазинов довольно 
высока, что вызывает кросс-линкинг молекул 
белка, содержащих дополнительные нуклео-
фильные остатки. Другими алкилирующими 
агентами, использующимися для неспецифи-
ческой модификации многочисленных амино-
групп и образующими связи по вторичным 
аминогруппам с белками, вирусными частицами 
и липосомами, являются ПЭГ-трезилат (или 
ПЭГ-тозилат) [68, 121]. ПЭГ-трезилат наиболее 
специфичен по отношению к аминогруппам, 
чем ПЭГ-дихлортриазин.  
Для второго поколения алкилирующих 
ПЭГ-реагентов были устранены следующие 
проблемы: загрязнение диольными производ-
ными, ограничение на использование низко-
молекулярных мПЭГ, возникновение неста-
бильных связей, протекание побочных реакций 
и отсутствие избирательности к заменам. 
Одним из представителей второго поколения 
ПЭГ-производных является мПЭГ-пропион-
альдегид [16, 68]. Он легко синтезируется и 
удобен в использовании [126] по сравнению с 
ПЭГ-ацетальдегидом, так как последний очень 
чувствителен к димеризации через альдольную 
конденсацию [132, 125].   
Взаимодействие альдегидов с первичными 
аминами происходит через образование основа-
ний Шиффа, которые восстанавливаются до 
стабильных вторичных аминов, как показано на 
рис. 3. Это удобный способ конъюгации, по-
скольку положительный заряд аминокислоты 
имеет решающее значение для сохранения 
биологической активности белка [68]. 
В качестве альтернативных алкилирующих 
агентов также могут быть использованы эпок-
си-ПЭГ [133], но это нереакционноспособные и, 
кроме того, неспецифичные агенты, поскольку 
в случае их применения присоединение может 
идти и по гидроксильным группам [68]. 
 
Рис. 3. Схема образования стабильной C–N-связи между мПЭГ и белком. 
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Таблица 2. Ацилирующие производные ПЭГ, взаимодействующие с аминогруппами  
с образованием амидов или уретановых связей со снижением заряда белка  
пропорционально количеству присоединенных цепей ПЭГ 
Формула Название Примечания Ссылки 
ПЭГ-карбоксилаты  
(N-гидроксисукцинимидные (NHS-) эфиры) 
 
ПЭГ-сукцинимидил-
производные карбо-
новых кислот с одной 
или более группой 
-СH2- 
Степень конъюгации 
зависит от числа CH2-
групп и разветвлен-
ности цепи 
[127] 
 
ПЭГ-сукцинимидил-
сукцинат 
Легко протекающий 
гидролиз эфира между 
янтарной кислотой и 
ПЭГ 
[112, 115,  
118, 128] 
 
ПЭГ-сукцинимидный 
эфир аминокислоты 
Быстрый анализ числа 
присоединенных цепей 
ПЭГ введением Nle или 
β-Ala 
[129, 130] 
 
ПЭГ-сукцинимидный 
эфир пептида 
Met-Nle или Met-β-Ala 
позволяют легко лока-
лизовать сайт пэгили-
рования удалением 
ПЭГ с помощью CNBr 
[129, 130,  
131] 
ПЭГ-карбонаты 
 
ПЭГ-сукцинимидил-
карбонат 
Нереакционно-
способен 
[72, 114,  
115] 
 
ПЭГ-2,3,5-трихлор-
фенилкарбонат 
Нереакционно-
способен [112] 
 
ПЭГ-бензотриазо-
лилкарбонат 
Нереакционно-
способен [116] 
 
ПЭГ-п-нитрофенил-
карбонат 
Нереакционно-
способен [112, 117] 
Большинство ПЭГ первого поколения явля-
ются ацилирующими агентами (см. табл. 2). Два 
из них широко используются – сукцинимидил-
карбонат (СК-ПЭГ) [114, 115] и бензотриа-
золилкарбонат (БТЗ-ПЭГ) [116]. СК-ПЭГ и БТЗ-
ПЭГ реагируют преимущественно с остатками 
лизина с образованием амидной связи, но также 
вступают в реакцию с гистидином и тирозином; 
СК-ПЭГ несколько более устойчив к гидролизу, 
чем БТЗ-ПЭГ. Другие ацилирующие ПЭГ-
реагенты образуют карбаматные связи с белками 
– п-нитрофенилкарбонат (пНФК-ПЭГ) [112, 
117], трихлорфенилкарбонат (ТХФ-ПЭГ) [112] и 
карбонилимидазол (КБИ-ПЭГ) [112]. Эти 
реагенты получают путем взаимодействия 
хлорформиатов или карбонилимидазола с 
концевой гидроксильной группой мПЭГ, и их 
реакционная способность гораздо ниже, чем СК-
ПЭГ или БТЗ-ПЭГ. Образование карбаматной 
связи показано на рис. 4 [68]. 
Другой ПЭГ-реагент первого поколения – 
сукцинимидилсукцинат (СС-ПЭГ) [112, 118, 
128]. СС-ПЭГ образуется в ходе реакции мПЭГ с 
янтарным ангидридом с последующей актива-
цией сукцинимидного эфира карбоновой кисло-
ты. Цепи полимера содержат вторую эфирную 
связь, которая образуется после конъюгации с 
белком и очень чувствительна к гидролизу [134]. 
Но не только гидролиз приводит к потере 
фармакокинетических свойств конъюгата, но и 
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сукцинатный «хвост», который остается на 
белке после гидролиза – он может выступать в 
качестве гаптена, что в конечном счете приводит 
к повышению иммуногенных свойств белка 
[115, 135]. В целом, активированные эфиры 
ПЭГ-карбоновых кислот – наиболее часто 
используемые ацилирующие агенты для моди-
фикации белков. Они взаимодействуют с 
первичными аминами в условиях, близких к 
физиологическим, с образованием стабильных 
амидов, как показано на рис. 4 [68, 136]. 
 
Рис. 4. Схема образования карбаматной (А) и амидной (Б) связей между мПЭГ и белком  
(Y = п-нитрофенил, трихлорфенил, бензотриазолил).
Первыми производными ПЭГ-карбоновых 
кислот, содержащими устойчивую связь с 
остовом цепи ПЭГ, как в СС-ПЭГ, были карб-
оксиметилированные виды ПЭГ (КМ-ПЭГ). Их 
сукцинимидильные эфирные производные 
(СКМ-ПЭГ) проявили чрезвычайную реакцион-
носпособность, что затруднило их использо-
вание при конструировани и конъюгатов [68, 
112, 137]. 
Для создания активированного эфира, кото-
рый бы имел наиболее предпочтительный кине-
тический профиль для модификации белков, 
были использованы ПЭГ-производные сукцин-
имидилпропионовой (ПЭГ-O-[CH2]2-COOSu) и 
сукцинимидилмасляной (ПЭГ-O-[CH2]3-COOSu) 
кислот [132]. Изменение расстояния между 
активированным эфиром и остовом ПЭГ с 
добавлением метиленовой единицы оказало 
сильное влияние на реакционную способность 
ПЭГ-реагентов по отношению к аминам. Так, 
ПЭГ-O-[CH2]3-COOSu имеет большее время 
гидролитического полураспада, чем ПЭГ-O-
[CH2]2-COOSu. Кроме того, присутствие амино-
кислотного или пептидного участка между ПЭГ 
и макромолекулой дает ряд преимуществ 
благодаря разнообразию свойств, которые 
могут быть привнесены с помощью подходящей 
аминокислоты или пептида [138]. Среди наи-
более часто используемых аминокислот особый 
интерес представляют норлейцин для удобства 
анализа пэгилированных белков [139] и метио-
нин – для идентификации сайта пэгилирования 
[68, 140]. 
2.3.2. Линейные пэгилирующие реагенты 
Для образования конъюгатов с линейными 
ПЭГ одну или несколько цепей ПЭГ с молеку-
лярной массой от 1 до 40 кДа химически 
пришивают к поверхности белка (рис. 5А) [17, 
141]. Пэгилирующие агенты, как правило, 
получают химической модификацией конце-
вого гидроксильного остатка цепи полимера 
[18, 115]. За некоторыми исключениями [142, 
143], в первые годы разработки методик пэги-
лирования в арсенале биохимиков не имелось 
обширного потенциала путей синтеза для полу-
чения чистых монофункциональных ПЭГ-про-
изводных с высокими молекулярными массами. 
Поскольку диольная составляющая у высоко-
молекулярных ПЭГ может достигать 15%, пер-
вые этапы разработки модифицированных реа-
гентов, как правило, были неэффективными из-
за неизбежного кросс-линкинга [95]. Еще одним 
недостатком первых пэгилирующих агентов 
являлось отсутствие сайт-специфичности при 
сопряжении, что приводило к гетерогенным 
смесям региоизомеров. Несмотря на это, не-
сколько модифицированных ПЭГ-препаратов 
были официально одобрены и утверждены как 
лекарственные средства в связи с их 
исключительной и воспроизводимой эффектив-
ностью по сравнению с исходными молекулами 
[21, 23, 144]. 
В настоящее время пэгилирование свобод-
ных остатков цистеина, вероятно, остается наи-
более эффективной стратегией для сайт-специ-
фичной конъюгации – в основном, с исполь-
зованием малеимид- или 2-пиридил-дисуль-
фид-модифицированных полимеров (рис. 6) [79, 
80, 82, 83], а также при проведении присоеди-
нения в нестационарных денатурирующих 
условиях [145]. Свободные остатки цистеина 
довольно редко встречаются у нативных 
полипептидов, поэтому они могут быть введены 
в аминокислотную последовательность с помощью 
методов белковой инженерии [144–146]. 
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Рис. 5. Виды молекул ПЭГ-полимеров для создания препаратов на основе ПЭГ-белковых 
конъюгатов: А – линейные; Б – разветвленные; В – сильноразветвленные.
Направленная атака N-концевого остатка 
пептидной цепи достигается путем восстано-
вительного аминирования с использованием 
пэгилирующих агентов с активной альдегидной 
группой, которые способны вступать в реакцию 
с первичными аминами белков для форми-
рования оснований Шиффа, которые затем 
подвергаются восстановлению в реакционной 
смеси с образованием стабильных вторичных 
аминов [57, 126, 142]. Было установлено, что 
при относительно низких значениях рН (обычно 
ниже 6), большинство ε-аминогрупп остатков 
лизина находятся в протонированном состо-
янии, в то время как N-концевой атом азота 
остается непротонированным и способен взаи-
модействовать с альдегидной группой ПЭГ 
[136, 148]. Не так давно была предложена схема 
реакции, в которой дисульфидные мостики 
сначала восстанавливаются, а затем реагируют 
с метокси-ПЭГ, образуя бифункциональную 
группу на конце цепи [83, 149]. Бис-алкилиро-
вание образующихся свободных тиолов дает 
впоследствии трехуглеродный мостик, к 
которому ковалентно присоединяется ПЭГ (см. 
рис. 6) [82, 144]. 
2.3.3. Разветвленные пэгилирующие агенты 
Функциональные Y-образные (вилкообраз-
ные) виды ПЭГ (рис. 5Б) в последнее время 
привлекают большое внимание в связи с на-
учными отчетами об улучшенной биологичес-
кой активности конъюгатов на их основе по 
сравнению с используемыми линейными образ-
цами [55, 105, 150]. Было доказано, что мак-
ромолекулярная (в данном случае разветвлен-
ная) структура полимера имеет решающее зна-
чение для улучшения свойств соответствующих 
биоконъюгатов. По сравнению с линейными 
ПЭГ разветвленные модификации увеличивают 
устойчивость конъюгата к протеолизу и снижа-
ют его иммуногенность благодаря своей зонти-
кообразной форме [95, 144, 151]. 
2.3.4. Сильноразветвленные пэгилирующие агенты 
Гребнеобразные полимеры с одним сайтом 
присоединения представляют собой новый тип 
пэгилирующих агентов. Одним из таких поли-
меров является зарегистрированный реагент 
«Поли-ПЭГ», в котором «зубцы» ПЭГ сшиты с 
метакрилатным каркасом через сложноэфирные 
связи (рис. 5В). Молекула «Поли-ПЭГ» имеет 
большую степень подвижности, чем линейные 
ПЭГ, благодаря тщательному конструированию 
ее структуры [144]. 
Наиболее часто используемые пэгилирую-
щие агенты получают с помощью полимери-
зации раскрытого кольца этиленоксида, обычно 
взаимодействующего с алкоксид-производными 
соответствующих спиртов. В зависимости от 
выбранного метода синтеза последующие хи-
мические трансформации приводят к образова-
нию целевого ПЭГ, использующегося для конъ-
югации. Эта полимеризация открытого кольца 
осложняется неизбежным присутствием следов 
протонсодержащих группировок, которые пре-
доставляют конкурирующие пути для взаимо-
действия с образованием гидроксильных групп 
на обоих концах цепи полимера. Кроме того, 
часто требуется множество дополнительных хи-
мических трансформаций для получения тре-
буемой функциональной единицы полимера. 
Поскольку в любом случае невозможно полу-
чить 100%-ную гомогенную модификацию 
ПЭГ, как и разделить полимеры, отличающиеся 
только функциональными концевыми группа-
ми, то синтезированный ПЭГ всегда представ-
ляет собой смесь из целевого конъюгационного 
агента и его модификаций. 
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Рис. 6. Примеры сайт-направленной конъюгации ПЭГ с белками.
Эти проблемы усугубляются в том случае, 
если молекулярная масса полимера увеличи-
вается – из-за трудностей, связанных с полиме-
ризацией открытого кольца эпоксидов, что 
приводит к присоединению по различным 
группам. Новые поколения полимеров получа-
ют с помощью транзиционной металл-опосре-
дованной радикальной полимеризации (ТММ 
LRP, часто – ATRP) [103, 152]  – метода, кото-
рый позволяет строго контролировать молеку-
лярную массу полимера и его высоко-
молекулярную структуру [144, 153]. 
ПЭГ-реагенты существуют также в форме 
имеющихся в продаже метакриловых мономе-
ров различных молекулярных масс [154, 155]. 
Эти полимеры имеют метакрильный остов с 
«зубцами» ПЭГ и одну функциональную груп-
пу. Количество цепей ПЭГ можно варьировать, 
изменяя длину «зубцов» ПЭГ с использованием 
всевозможных ПЭГ-метакрилат-мономеров раз-
личных молекулярных масс (обычно 0,5–2 кДа). 
Подобным образом, с изменением позиционно-
го отношения мономера к инициатору, длина 
метакрилатного каркаса также может варьиро-
ваться. Не содержащий «зубцов» сегмент спей-
сера также может быть вставлен для сохранения 
«гребенки» как можно дальше от белка. Таким 
образом, полимеры могут быть приспособлены 
для объединения активированных концевых 
групп с последующей ориентацией на конкрет-
ные аминокислоты. Например, сконструирован-
ная молекула «Поли-ПЭГ» позволяет проводить 
пэгилирование с задействованием ряда актив-
ных концевых групп, таких как альдегидная, 
сукцинимидил-эфирная и малеимидная, кото-
рые реагируют с N-концевым амином, боковы-
ми радикалами лизина и цистеина соответ-
ственно [144, 156]. 
Линейные виды ПЭГ обычно имеют одну 
гидроксильную концевую группу, которая мо-
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жет быть химически преобразована в любую 
другую функциональную группу, способную 
присоединяться к белковой цепи. Для некото-
рых ПЭГ также возможен вариант двух функ-
циональных групп на обоих концах цепи, что 
может привести к нежелательному присоеди-
нению с образованием гибридного продукта 
[17]. В отличие от синтеза линейных ПЭГ, ме-
тод радикальной полимеризации, использу-
ющийся для синтеза гребневидных полимеров, 
гарантирует, что каждая полимерная молекула 
содержит только одну концевую функциональ-
ную группу [157]. В настоящее время изучается, 
насколько конъюгаты на основе этих гибрид-
ных гребневидных полимеров улучшают фар-
макокинетический профиль, снижают иммуно-
генность и токсичность и увеличивают период 
естественного полувыведения по сравнению с 
нативной молекулой белка и другими пэгилиро-
ванными формами [158, 159]. Тем не менее, до 
сих пор открыт вопрос о биодеградации гребне-
видных полимеров и высвобождении пептида 
[160]. «Поли-ПЭГ» содержит эфирные связи, 
служащие коннектором между «зубцами» ПЭГ 
и остовом метакрилата, который должен дегра-
дировать, когда эти связи атакуются протеазами 
[161, 162]. Также не так давно было проведено 
присоединение легко удаляющегося сшивающе-
го агента (линкера) между пептидом и ПЭГ-
полимером, и эта технология может быть при-
менена к гребневидным полимерам типа «Поли-
ПЭГ» [104, 144, 163]. 
Другие гребневидные полимеры с акриль-
ным каркасом также находятся в процессе изу-
чения, такие как рН-чувствительный поли[2-
(диэтиламино)этилметакрилат], модифициро-
ванный поли(L-лизином) (ПЛ), который может 
применяться в качестве носителя молекул ДНК. 
Хотя он и не является пэгилирующим агентом, 
этот полимер имеет уникальные свойства, 
поскольку его активность сильно зависит от рН 
раствора [164]. Продолжением этой работы 
является синтез гребневидных сополимеров, 
состоящих из основной цепи ПЛ, ДНК-связы-
вающего сайта, боковых цепей гиалуроновой 
кислоты (ГК) и клеточно-специфичных лиган-
дов [157]. С помощью ПЛ-сшитых ГК-гребне-
видных сополимеров можно управлять свойст-
вами ДНК, а именно размером, растворимостью 
и степенью упаковки. Оба этих типа гребне-
видных сополимеров могут быть использованы 
для улучшения направленности доставки 
короткой интерферирующей РНК в цитозоль. В 
другом исследовании Шривидия и соавт. [165] 
синтезировали амфифильные гребневидные 
полимеры с ПЭГ, пришитым к поли(ди-
метилсилоксанам) (ПДС-ПЭГ) посредством гид-
росилилирования реактивных эпоксигрупп, для 
присоединения к белку. Подготовленные тонкие 
мембраны, насыщенные бычьим сывороточным 
альбумином (БСА), пришивались к ПДС-ПЭГ, 
благодаря чему период циркуляции высвобож-
денного белка был довольно продолжительным 
и составлял более 72 ч. Термочувствительный 
поли(N-изопропилакриламид) (поли[NIPAM]) 
также был конъюгирован со стрептавидином, 
делая возможным термозависимое высвобож-
дение при температуре тела в условиях in vivo 
[166, 167]. Конъюгаты также используются для 
проведения самосборки в гигантские амфифилы 
и для объединения различных свойств функцио-
нальных групп каркаса полимера при 
конъюгации с БСА [144, 168]. 
2.4. Пэгилированные биофармацевтические 
препараты 
2.4.1. Препараты, полученные с помощью 
неспецифического пэгилирования 
Первые пэгилированные фармацевтические 
препараты «Адаген» (ПЭГ-адемаза) и «Онк-
аспар» (ПЭГ-аспарагиназа, ПЭГ-аспаргаза) на 
самом деле представляли собой сложные смеси 
различных пэгилированных изомеров [22, 54]. 
Было доказано, что воздействие препарата ПЭГ-
адемазы на организм гораздо более эффективно, 
по сравнению с применявшимися ранее пере-
ливаниями крови, которые использовались в 
качестве стандартной терапии [169]. ПЭГ-
аспаргаза служит для лечения различных видов 
лейкемии, а также для разрешения проблемы 
применения нейтрализующих антител, связан-
ных с использованием нативной аспарагиназы 
[22, 170]. 
Однако впоследствии были зарегистриро-
ваны фармацевтические препараты «Пегинт-
рон» и «Пегасис», полученные ненаправлен-
ным пэгилированием. Оба препарата представ-
ляют собой смеси монопэгилированных пози-
ционных изомеров, содержащих либо линейную 
цепь (12 кДа) ПЭГ, связанную с различными 
сайтами интерферона-α-2b, –  в случае «Пегинт-
рона» [171], либо разветвленную цепь (40 кДа) 
ПЭГ, связанную главным образом с четырьмя 
лизиновыми остатками интерферона-α-2a, –  в 
случае «Пегасиса» [22, 172]. 
Еще одним интересным пэгилированным 
биофармацевтическим препаратом, произведен-
ным методом неспецифического пэгилирова-
ния, является ПЭГ-висомант («Сомаверт»), ко-
торый был зарегистрирован в 2003 году для 
лечения акромегалии. ПЭГ-висомант был раз-
работан для функционирования в качестве 
антагониста рецептора гормона роста человека 
(Р-ГРЧ) путем замены некоторых аминокислот 
в основной цепи ГРЧ. Модификации включают 
в себя несколько мутаций белка и конъюгацию 
с 4-6 цепями молекулы ПЭГ (5 кДа) на одну 
молекулу белка [22, 173]. 
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Препарат «Мирцера», который был утверж-
ден FDA в 2007 году, представляет собой смесь 
монопэгилированных конъюгатов эритро-
поэтина с 30 кДа ПЭГ, присоединенным к ос-
таткам лизина (в основном, Lys52 и Lys45) или к 
N-концевой аминокислоте белка [22, 174]. 
2.4.2. Препараты, полученные 
с помощью сайт-направленного  
(сайт-специфичного) пэгилирования 
Одной из перспективных групп белков для 
цистеин-направленного пэгилирования являют-
ся Fab'-фрагменты. Пэгилирование стало иде-
альным методом для снижения их антигенности 
и продления периода циркуляции в организме 
[175, 176]. Тем не менее, главным преиму-
ществом использования пэгилированных Fab'-
фрагментов вместо целых антител является уст-
ранение нежелательных побочных эффектов, 
вызванных Fc-регионом [177]. Остатки цисте-
инов в шарнирной области Fab'-фрагментов, 
находящиеся на большом расстоянии от анти-
генсвязывающей области, предоставляют воз-
можность специфического присоединения, при-
водящего к образованию продукта с четко 
заданными свойствами. Наиболее ярким приме-
ром этого подхода стал препарат «Кимзия» – 
Fab'-фрагмент человеческого анти-ФНО-α-
моноклонального антитела, направленно присо-
единенного к 40 кДа разветвленному ПЭГ через 
сульфгидрильную группу цистеина [178]. 
Недавно было описано, что эффективность 
пэгилирования Fab'-фрагментов может быть 
существенно усилена введением дисульфидной 
связи с последующим химическим восстанов-
лением; таким образом, финальный Fab'-ПЭГ-
конъюгат не содержит дисульфидной связи. 
Такие молекулы, хотя и без ковалентных связей 
между обеими цепями антитела, сохраняют 
очень высокий уровень химической и терми-
ческой стабильности, привычные фармакокине-
тические показатели и характерную биологи-
ческую активность [22, 179]. 
Новым подходом к пэгилированию белков 
по дисульфидным связям стали методы, исполь-
зующие специальные ПЭГ-моносульфоновые 
реагенты [83, 176]. С помощью сайт-направ-
ленного бис-алкилирования двух атомов серы в 
нативной дисульфидной связи ПЭГ-сшива-
ющий агент формирует трехуглеродный пэги-
лированный мостик [82, 149]. 
Недавно были опубликованы результаты по 
пэгилированию белков с использованием 
аффинного маркера гистидина в качестве мише-
ни для присоединения ПЭГ [33, 180]. Учиты-
вая, что такие маркеры являются одними из 
наиболее часто используемых инструментов 
для создания простой и быстрой методики 
очистки рекомбинантных белков, данный 
подход несет в себе определенный потенциал 
для последующего применения [22, 181]. 
Пэгилирование с участием ненативных 
аминокислот требует генетических манипу-
ляций с последовательностью белка и пред-
усматривает возможность их включения в 
аминокислотную последовательность продуцен-
та (так называемая технология «Amber»), а 
также направленное присоединение к соответ-
ствующим ПЭГ-реагентам [22, 182, 183]. 
В этой связи большой интерес представляют 
азидо- и этинилпроизводные серина, за счет их 
способности взаимодействовать с соответ-
ствующими этинил-ПЭГ или азидо-ПЭГ-реа-
гентами [22, 184]. 
Благодаря применению технологии «Amber», 
была получена монопэгилированная молекула 
ГРЧ с улучшенными фармакологическими 
характеристиками [185]. Фазы I и II клини-
ческих исследований показали, что пролон-
гированные формы ГРЧ стабилизируют уровень 
инсулиноподобного фактора роста I (ИФР-I), 
обеспечивая при этом безопасность и пере-
носимость у взрослых с дефицитом гормона 
роста [22, 186]. 
Вместо осуществления традиционной про-
цедуры реакции конъюгации химическим спо-
собом, для достижения направленного пэгили-
рования также могут быть использованы фер-
менты. Например, трансглутаминаза способна 
катализировать присоединение ПЭГ-алкил-
амина к глутаминовой кислоте белков, которая 
может быть как нативной, так и генетически 
введенной [187]. Реакция имеет высокую сте-
пень специфичности, поскольку модифициру-
ются только те остатки глутаминовой кислоты, 
которые окружены гибкими или развернутыми 
регионами [188]. Более перспективным также 
представляется двухшаговое ферментное глико-
пэгилирование, которое позволяет проводить 
присоединение цепи ПЭГ по нативным сайтам 
О-гликозилирования [189]. Исходными 
молекулами являются негликозилированные 
рекомбинантные полипептиды, полученные из 
Escherichia coli. Белки должны содержать один 
сайт О-гликозилирования, в котором серин или 
треонин функционируют как акцепторы для 
селективного присоединения N-ацетилгалактоз-
амина (NAcGal) к рекомбинантному ферменту – 
O-NAcGal-трансферазе [190]. На следующем 
этапе гликозилированный белок пэгилируется 
по O-NAcGal с помощью ПЭГ-цитидинмоно-
фосфат-производных сиаловой кислоты с 
использованием другого рекомбинантного фер-
мента, сиалилтрансферазы [191]. На сегодняш-
ний день эта методика была протестирована на 
различных фармацевтических белках, в том 
числе, на рчГ-КСФ [22]. 
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3. Пэгилированный гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор 
3.1. Краткое описание препарата 
Ковалентное присоединение цепи полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) к N-концевому метионину 
филграстима посредством восстановительного N-
алкилирования приводит к образованию ПЭГ-
филграстима. ПЭГ-филграстим является пролон-
гированной формой филграстима, требующей 
только одной инъекции препарата за весь курс 
лечения, направленного на устранение послед-
ствий химиотерапии, в том числе нейтропении. 
Пэгилирование увеличивает размер молекулы 
филграстима настолько, что она становится слиш-
ком большой для почечного выведения (клирен-
са). Следовательно, нейтрофил-опосредованный 
клиренс является преимущественным путем 
выведения препарата. Таким образом, средний 
период естественного полувыведения препарата 
ПЭГ-филграстима увеличивается до 42 ч, по срав-
нению с 3.5–3.8 ч для филграстима, хотя на са-
мом деле этот параметр непостоянен и зависит от 
абсолютного числа нейтрофилов и, в свою 
очередь, отражает способность препарата под-
держивать производство этих же клеток [12]. 
ПЭГ-филграстим сохраняет первоначаль-
ную биологическую активность рчГ-КСФ и свя-
зывается с тем же рецептором, стимулируя про-
лиферацию, дифференциацию и активацию 
нейтрофилов. Одноразовое за весь цикл химио-
терапии введение ПЭГ-филграстима в организм 
уменьшает продолжительность тяжелой формы 
нейтропении, при этом сохраняя результаты 
ежедневного применения неконъюгированного 
препарата. В ходе клинических испытаний у 
пациентов, получающих ПЭГ-филграстим, час-
тота возникновения фебрильной нейтропении 
снижалась, по сравнению с пациентами, полу-
чающими филграстим [12]. 
3.2. Пэгилирование Г-КСФ 
Конъюгаты ПЭГ-Г-КСФ получают методом 
восстановительного алкилирования белков с 
линейными монофункциональными метокси-
ПЭГ-альдегидами нескольких молекулярных 
масс. Некоторые из них отбирают по резуль-
татам тестов in vivo и in vitro. 
На сегодняшний день описано множество 
методик пэгилирования рчГ-КСФ для полу-
чения N-концевых пэгилированных производ-
ных цитокинов. Согласно наиболее часто при-
меняемой из них [136], к охлажденному раст-
вору рчГ-КСФ (5 мг/мл) в буферной системе, 
содержащей 100 мМ ацетат натрия (рН 5.0) и 20 
мМ цианоборгидрид натрия добавляют раствор, 
содержащий пятимолярный избыток мПЭГ-аль-
дегида. Реакционную смесь подвергают посто-
янному перемешиванию при тех же условиях. 
Пример схемы данной реакции пэгилирования 
рчГ-КСФ приведен на рис. 7. Также недавно 
была описана масштабированная, более техно-
логичная методика пэгилирования рчГ-КСФ по 
α-концевой аминогруппе с сокращенным коли-
чеством взятого в реакцию ПЭГ-альдегида 
[192].
 
 
Рис. 7. Схема реакции пэгилирования рчГ-КСФ по α-аминогруппе N-концевого метионина. 
 
Степень модификации белка контроли-
руется методом ВЭЖХ на колонке Bio-Sil SEC 
250-5 «Bio-Rad» с подвижной фазой, содер-
жащей 100 мМ фосфат натрия, 150 мМ хлорид 
натрия, 10 мМ азид натрия (рН 6.8) при скорос-
ти потока 1 мл/мин [136]. После 10 ч инкуба-
ции, согласно ВЭЖХ-анализу, примерно 92% 
белка специфично присоединяется к моно-
метокси-ПЭГ. Мономер ПЭГ-Г-КСФ был выде-
лен с помощью ионообменной хроматографии 
на сорбенте SP Sepharose, уравновешенном в 
буферной системе 20 мМ ацетат натрия (рН 
4.0), с последующим линейным градиентом  
0–1 M NaCl [136]. Различные мономеры ПЭГ- 
Г-КСФ были получены аналогичным образом с 
использованием селективного отбора мПЭГ-
альдегидов различных молекулярных масс 
(между 12 и 30 кДа). 
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Расположение присоединенной ПЭГ-субъ-
единицы в пространственной структуре полу-
ченной молекулы было определено методом 
эндопротеиназного пептидного картирования. 
Дополнительные исследования с использо-
ванием различных методов характеристики 
физико-химических свойств белка (ультра-
центрифугирование, MALDI-TOF-MS, ВЭЖХ 
на гель-фильтрационных колонках с on-line 
контролем под несколькими ракурсами рассея-
ния лазерного света) подтвердили прогнози-
руемый состав и структуру этих конъюгатов, а 
именно, что одна линейная макромолекула 
ПЭГ присоединяется к N-концевому остатку 
аминокислотной последовательности белка 
(рис. 8) [136]. 
 
 
Рис. 8. Трехмерная модель молекулы ПЭГ-Г-КСФ. 
 
Поскольку в результате реакции пэгилиро-
вания белков, как правило, образуются очень 
специфические молекулы конъюгатов, то на 
практике нельзя выработать общий подход как 
для процессов конъюгации, так и их очистки 
[70, 193]. 
Наиболее часто применяемый для очистки 
пэгилированных белков метод катионообмен-
ной хроматографии используется благодаря 
сродству к аминогруппам ПЭГ-конъюгата [194]. 
Ультрафильтрация и диализ используются 
редко и в основном для установления требу-
емой концентрации или перевода в другую 
буферную систему, а не для разделения на-
тивной и пэгилированной форм белка [69, 195]. 
Гидрофобная хроматография ПЭГ-модифици-
рованных белков еще до конца не изучена, 
принимая во внимание тот факт, что моди-
фикация воздействует на гидрофобность белка, 
уменьшая или увеличивая ее в зависимости от 
его структуры [58, 70]. Обращенно-фазовая 
хроматография применяется в основном в про-
мышленном производстве для анализа реак-
ционной смеси на примеси. Аффинная хрома-
тография задействует довольно дорогостоящие 
материалы и не может быть использована в 
промышленных масштабах [70]. Гель-фильтра-
ция также может быть использована для разде-
ления пэгилированных изоформ, но имеет очень 
низкую производительность в промышленных 
масштабах [196], и ее эффективность сильно 
зависит от молекулярных масс разделяемых 
белков [60]. 
В настоящий момент в литературе описана 
только одна полная схема очистки ПЭГ-Г-КСФ, 
разработанная на основе схемы очистки рч- 
Г-КСФ и состоящая из четырех основных 
стадий [197]: ионообменной хроматографии на 
SP Sepharose FF при значении рН 6.0, позво-
ляющей очистить рчГ-КСФ от клеточных при-
месей и сконцентрировать выше 10 мг/мл для 
проведения реакции конъюгации c α-метил-
ПЭГ-пропиональдегидом [192], гидрофобной 
хроматографии на Butyl Sepharose 4 FF для  
удаления из препарата белков E. coli, родст-
венных примесей и непрореагировавшего рч- 
Г-КСФ, и хроматографии на SP Sepharose FF в 
ацетатном буфере при значении рН 4.5 для 
очистки препарата от эндотоксинов и позво-
ляющей сконцентрировать белок до значения  
13 мг/мл перед стадией гель-фильтрации на 
сорбенте Sephadex G-25 Fine при рН 4.0 [197]. 
 
3.3. Доклинические и клинические  
испытания ПЭГ-филграстима 
 
Привычная лечебная практика для онко-
логических больных, проходящих курс химио-
терапии, начинается с ежедневной дозировки 
филграстима на следующий день после начала 
химиотерапии и продолжается до достижения 
безопасного уровня нейтрофилов в сыворотке 
крови – около 10000 нейтрофилов/мл [198]. В 
доклинических испытаниях на животных было 
показано, что разовая доза филграстима, неза-
висимо от ее количества, не может заменить 
повторного ежедневного введения из-за корот-
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кого периода полувыведения циркулирующего 
белка [199]. Пэгилированные производные фил-
грастима в испытаниях in vivo на мышах почти 
без исключений проявили пролонгированную 
активность молекулы, увеличивая абсолютное 
число нейтрофилов (АЧН) гораздо интенсивнее, 
чем немодифицированная молекула. Окон-
чательный выбор кандидата, представляющего 
собой молекулу ПЭГ с массой 20 кДа, кова-
лентно присоединенную к N-концевой амино-
кислоте филграстима, основывался на про-
лонгированной активности in vivo по сравнению 
с низкой активностью in vitro и такими 
факторами, как доступность субстрата, выход и 
устойчивость процесса [70]. ПЭГ-филграстим 
имеет сходное фармакодинамическое и биоло-
гическое воздействие на нейтрофилы, как и 
филграстим, стимулируя выработку и созре-
вание прекурсоров нейтрофилов, а также 
повышение активности зрелых нейтрофилов с 
помощью тех же механизмов, что и филграстим 
[200]. Доклинические исследования показали, 
что ожидаемые свойства новой формы 
достигнуты моделированием параметров, 
описанных выше, – сравнимого профиля 
безопасности и фармакологических свойств 
материнской молекулы, и ее пролонгированной 
формы, с возможностью фармакокинетического 
контроля уровня нейтрофилов [12]. 
Первая фаза клинических испытаний прош-
ла без осложнений на здоровых добровольцах и 
была отмечена поялением нейтрофилии и 
экстремальной мобилизацией клеток-предшест-
венников в периферическую кровь [201]. Во 
второй фазе исследований на больных раком 
легких сравнивали действие одноразовой дозы 
ПЭГ-филграстима за весь цикл химиотерапии с 
ежедневным введением филграстима; примене-
ние обеих схем вызвало быстрый рост АЧН, 
хотя, как и было спрогнозировано, исходя из 
доклинических исследований и первой фазы 
клинических испытаний, продолжительность 
иммунного ответа была больше у пациентов, 
получающих ПЭГ-филграстим [202]. Кроме 
того, период циркуляции ПЭГ-филграстима был 
больше, чем у филграстима даже в отсутствие 
нейтрофилов [12]. 
После второй фазы клинических испытаний, 
течение которых было полностью спрогно-
зировано, были проведены два рандомных этапа 
третьей фазы с одноразовым введением ПЭГ-
филграстима у больных раком молочной 
железы, получающих доксорубицин (60 мг/м2) и 
доцетаксел (75 мг/м2) в ходе курса химио-
терапии. Основным ограничением этих иссле-
дований была продолжительность тяжелой 
нейтропении (в дни с АЧН ниже 0.5×109/л). В 
испытаниях было использовано несколько 
различных методов расчета дозировки. В одном 
из исследований ПЭГ-филграстим вводили, 
исходя из массы тела больного (100 мкг/кг на 
один цикл), в то время как во втором пациенты 
получали фиксированную дозу – 6 мг ПЭГ-фил-
грастима. В обоих исследованиях в качестве 
контроля использовали стандартные инъекции 
филграстима 5 мкг/кг в день, который дозиро-
вался стандартным образом – начиная с 24 ч 
после начала химиотерапии до АЧН больше чем 
10×109/л или на срок до 14 дней [12, 203, 204]. 
В испытаниях на основании веса больных 
средняя продолжительность тяжелой нейтро-
пении в первом цикле была одинаковой как для 
группы, получающей ПЭГ-филграстим, так и 
для получающей филграстим (1.7 дня против 
1.8±0.5), и сопоставима в последующих циклах 
для обеих групп, хотя, как правило, короче в 
группе ПЭГ-филграстима. Исследования на 
основе метода фиксированных доз также пока-
зали одинаковую эффективность у пациентов, 
получавших как ПЭГ-филграстим, так и фил-
грастим [204]. Среди 77 пациентов в группе 
ПЭГ-филграстима и 75 пациентов в группе 
филграстима средняя продолжительность тяже-
лой нейтропении в течение первого цикла 
составляла 1.8 и 1.6 дней соответственно. ПЭГ-
филграстим имел сопоставимую эффективность 
с ежедневными дозами филграстима незави-
симо от массы тела пациентов при введении 6 
мг фиксированной дозы. Метод фиксированных 
дозировок имел, как правило, прогнозируемый 
профиль и был более эффективен за счет 
снижения возможности ошибок при расчете 
доз, что значительно упрощало лечение. Вос-
становление АЧН у пациентов в группе ПЭГ-
филграстима было сравнимо с тем же показа-
телем у пациентов, которые получали филграс-
тим, но без отклонений, связанных с ежеднев-
ными инъекциями филграстима. Это отразил 
опыт доклинических исследований, в которых 
частый забор крови позволил подробнее про-
демонстрировать суточное колебание АЧН и 
влияние ежедневного дозирования филграстима 
на протекание цикла химиотерапии [201]. 
Можно предположить, что отсутствие ПЭГ-
филграстима в сыворотке крови и конкретное 
значение АЧН после терапии с использованием 
пролонгированной формы могут иметь профи-
лактическое преимущество. Остается опреде-
лить, является ли соответствующий показатель 
АЧН полезным параметром; например, где 
аккумулируются нейтрофилы, когда они не 
циркулируют – просто мигрируют в отдаленные 
области клеток или безвозвратно теряются [12]. 
Фебрильная нейтропения (тяжелая форма 
нейтропении, сопровождающаяся температурой 
более 38.2°С), как правило, связана с серьез-
ными инфекциями и зачастую требует госпи-
тализации и введения антибактериальных 
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средств [205]. В дополнение к угрозе для жизни 
пациента и потенциальной задержке дозиро-
ванной химиотерапии, лечение фебрильной 
нейтропении само по себе может оказывать 
негативное влияние на качество жизни пациен-
тов в связи с необходимостью госпитализации и 
внутривенной антиинфекционной терапией. Феб-
рильная нейтропения была определена как 
предельно допустимый параметр на обоих 
этапах третьей фазы клинических испытаний. 
На этих этапах (метод дозировки в зависимости 
от веса пациентов и на основе фиксированных 
доз) появление фебрильной нейтропении при 
применении ПЭГ-филграстима было ниже на 
каждом цикле по сравнению с филграстимом 
(18 против 9% и 13 против 20% соответст-
венно) [203, 204]. При комбинировании данных 
из двух типов испытаний было установлено, что 
частота возникновения фебрильной нейтро-
пении была значительно уменьшена у пациен-
тов, получающих ПЭГ-филграстим, по сравне-
нию с теми, кто получал филграстим (11 против 
19%). Кроме того, продолжительность периодов 
фебрильной нейтропении была значительно 
короче в случае применения ПЭГ-филграстима, 
в результате чего значительно снижалась тен-
денция риска госпитализации и использования 
внутривенных антибактериальных средств [12]. 
Переносимость ПЭГ-филграстима и фил-
грастима была одинаковой на обоих этапах 
третьей фазы клинических испытаний. Слабая 
или умеренно сильная боль в костях была 
описана как единственный побочный эффект, 
связанный с лечением (25 против 26%) [203, 
204]. Также было показано, что ПЭГ-филграс-
тим во второй фазе испытаний на основании 
веса пациентов не имел негативного воздейст-
вия по сравнению с филграстимом у пациентов 
с лимфомой типа Нон-Ходжкинс, а также с 
лимфомой типа Ходжкинс, получающих 
ESHAP-химиотерапию (этопозид, метилпред-
низолон, цисплатин и цитарабин) [12, 206]. 
Пэгилирование филграстима замедляет вы-
ведение молекулы белка, не влияя на его биоло-
гическую активность. Одиночные инъекции 
ПЭГ-филграстима за весь цикл химиотерапии 
оказались не менее эффективны, чем еже-
дневное введение филграстима в целях сниже-
ния продолжительности и частоты возникно-
вения тяжелой нейтропении. Улучшенный 
график введения ПЭГ-филграстима может 
иметь преимущества перед введением филграс-
тима с точки зрения простоты, соблюдения 
режима и улучшения качества жизни пациентов 
[207]. В результате тщательного изучения 
конструктивных параметров пролонгирован-
ной формы, ее характеристики были признаны 
более выигрышными, несмотря на то, что ПЭГ-
филграстим и филграстим имеют схожие 
профили побочных эффектов [12, 202]. 
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By now the pegylation of biologically active molecules including proteins with an inert hydrophilic polymer 
polyethylene glycol (PEG) is an important area in the new generation of prolonged-action pharmaceutical 
preparations. The conjugated molecules usually have an improved pharmacokinetic profile, including reduced 
renal clearance, additional protection from the proteolytic enzymes and reduced immunogenicity, thus preserving 
the in vivo activity of the native preparation in the human body for a longer time. This review is focused on the 
example of the pegylation of recombinant human granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) and gives the 
opportunity to have a look at different ways of pegylation and the mechanism of this reaction. Besides, the review 
describes the different types of reactive PEG for the specific conjugation to biological molecules and benefits and 
disadvantages of these reagents. 
Keywords: polyethylene glycol (PEG), biopharmaceutical drugs, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), 
modification, cytokines, pharmacokinetic profile. 
